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あらわれ方は様々である o mitogen activated protein kinase (MAP キナーゼ)カスケードは、多くの細胞増殖因子
がシグナル伝達経路として利用している代表的カスケードの一つであり、 FGF- 2 や IGF-I も種々の細胞でこのカ
スケードを介してシグナルを核へ伝えている。
本研究では、培養ヒト歯根膜由来細胞 (HPDL) の増殖、分化に対する FGF- 2 および IGF-I の個々の作用と両
因子の協調作用を検討した。さらに、 FGF- 2 や IGF-I の刺激による HPDL の MAP キナーゼの活性化の程度や




この組織片より outgrowth してきた細胞を HPDL とし、継代数 5 -12代のものを実験に用いた。
2) HPDL の増殖に関する検討:血清飢餓により静止期に同調した HPDL を各種濃度の FGF- 2 、 IGF-I および
FGF2+IGF-I で刺激し、 [3HJ ーチミジンの取り込みを指標として DNA 合成促進活性を検討した。
3) HPDL の分化に関する検討: 10% ウシ胎児血清 (FCS) を含む培地でコンフルエントで 7-9 日間培養し分化
段階への移行期に当たる HPDL を準備した。向上細胞を FGF 2 、 IGF-I および FGF- 2 + IGF-1 で刺激し、
48時間後のアルカリフォスファターゼ活性 (ALPase 活性)を指標として硬組織形成細胞への分化促進活性を比較
した。また、コンフルエントに播種した HPDL を 2 日間 10% FCS 存在下で培養後、 2 %FCS、 10mMβ-
? ?? ??
glycerophosphate を含む培地に上記増殖因子群を添加し、 3 日毎に 12 日間刺激し石灰化ノジュール形成をアリザ
リン染色にて検討した。
4) MAP キナーゼの発現量および活性化 MAP キナーゼ発現の検討:増殖促進活性の検討の実験と同様に上記増殖
因子群で HPDL を刺激し、 MAP キナーゼ Cextracellular-signal regulated kinase : ERK 1 /2) あるいは活性
化 MAP キナーゼ Cactive ERK 1 /2) に対する特異的抗体を用いて、 MAP キナーゼの発現量と活性化 MAP キ
ナーゼの発現をウエスタンプロットにより比較した。
5) MAP キナーゼの活性化阻害による影響の検討 :MAP キナーゼキナーゼである MEK の特異的阻害剤U0126を
持続的に HPDL に添加し、上記増殖因子群による HPDL の増殖、 ALPase 活性への影響に変化が生じるか否かを
同様の方法で比較した。
【結果】
1) FGF-2 刺激は濃度依存的に HPDL の増殖を強く促進するのに対して、 IGF-I 刺激は高濃度でもわずかに増殖
を促進するのみであった。しかし、 FGF- 2 共存下においては IGF-I の濃度依存的かっ相乗的に、 HPDL の増殖を
促進した。
2) IGF-I 刺激は、 HPDL の ALPase 活性や石灰化ノジュール形成を促進したのに対し、 FGF- 2 および FGF-
2 +IGF-I 刺激はこれらを抑制した。
3) HPDL の ERK 1 と ERK2 は同程度に発現していたが、いずれの増殖因子で刺激を行った場合においても、活
性化 ERK2 の方が活性化 ERKl よりも強く発現していた。また、 FGF- 2 刺激や FGF- 2 + IGF-1 共刺激によっ
て、 HPDL の活性化 ERK 1 /2 は長時間強い発現がみられたのに対し、 IGF-I 刺激では活性化 ERK 1/2 は弱い
発現が短時間みられただけであった。
4) U0126によって MAP キナーゼの活性化を抑制している時間が長い程、 HPDL の増殖活性はより強く抑制された。
5) U0126によって MAP キナーゼの活性化を抑制しても HPDL の ALPase 活性に与える影響は軽微であった。
【結論および考察】
IGF-I は FGF- 2 と共存することで、 HPDL の増殖を相乗的に促進するものの、 FGF- 2 による硬組織形成細
胞への分化抑制には大きな影響を与えなかった。また、 IGF-I 単独では HPDL の硬組織形成細胞への分化を促進し
た。 MAP キナーゼカスケードは、 HPDL において FGF- 2 と IGF-I の共通のシグナル伝達経路としてこれらの増
殖シグナルの伝達に深く関与しており、とりわけ FGF- 2 および FGF- 2 + IGF-1 による増殖促進効果やその相
乗効果には、 MAP キナーゼの活性化の強度のみならず、その活性化の持続が重要であることが示された。一方、
MAP キナーゼの活性化は、 HPDL の硬組織形成細胞への分化には大きな影響を及ぼさず、他のシグナル伝達経路の
関与が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は、ヒト歯根膜由来細胞の増殖や硬組織形成細胞への分化に対する、 FGF- 2 と IGF-I の作用を検討し、
これらの作用と MAP キナーゼの活性化のパターンとの関連性を明らかにしたものである。すなわち、 FGF- 2 と
IGF-I の共刺激は相乗的に増殖を促進する一方、硬組織形成細胞への分化は、 IGF-I が促進し、 FGF- 2 が抑制
した。さらに、両細胞増殖因子による相乗的増殖促進には MAP キナーゼの強い持続的活性化が必須であるが、分化
制御と MAP キナーゼとの関連性は非常に弱いことが示された。この様な知見は、歯周組織の再生治療に FGF- 2 
と IGF-I の利用を考える上で貴重な情報を提供するものであり、博士(歯学)の学位請求に値するものと認めるo
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